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Resumen  
Introducción. Diferentes estudios han demostrado un aumento de expresión de la glicoproteína-P en 
modelos de epilepsia y tejido humano refractarios. Estos trabajos relacionan dicha proteína con la 
resistencia a fármacos antiepilépticos. Objetivos. Estudiar posibles cambios de expresión de la 
glicoproteína-P (genes Abcb1a  y Abcb1b) y otros miembros de la superfamilia de transportadores ABC: 
Abcg1, Abcc1, Abcc2, Abcc3, Abcc4, en el modelo de hámster con epilepsia audiogénica GASH/Sal. 
Secundariamente, nos planteamos evaluar las diferencias de expresión de los genes Hif-1α, Epo-R, 
Trpa1 y Trpc5, relacionados con la expresión y función de la glicoproteína-P. Metodología. Utilizando 
la técnica de qPCR, se analizaron cambios de expresión relativa de los genes de interés en el núcleo 
epileptógeno, entre los grupos de hámsteres control vs. GASH/Sal en (1) condiciones basales y (2) tras 
el kindling audiogénico, un modelo de estimulación acústica repetitiva que tiene como resultado el 
desarrollo e intensificación de las crisis convulsivas. Resultados. En condiciones basales, los genes 
Abcb1b, Abcg1, Abcc1, Abcc4, Epo-R, Hif-1α se encontraron significativamente aumentados en los 
animales GASH/Sal, mientras que Trpa1 y Trpc5 estaban disminuidos. En los grupos sometidos a 
kindling audiogénico, los genes Abcg1, Abcc4, Abcb1a y Hif-1α disminuyeron significativamente su 
expresión en el grupo GASH/Sal, mientras que Trpc5 la aumentó.  Conclusión. De forma basal, el 
modelo GAHS/Sal presenta cambios en la expresión de genes que podrían estar participando en su 
susceptibilidad a sufrir crisis. En estos animales, la estimulación acústica repetitiva provoca una 
disminución de la expresión de ciertos genes, entre ellos Hif-1α, lo que parece indicar que hay una 
respuesta de tipo adaptativa que intenta disminuir la hipoxia y sus efectos a nivel genético.  
Palabras clave: epilepsia, GASH/Sal, farmacorresistencia, glicoproteína-P, qPCR  
Abstract  
Introduction. Different studies have discovered an overexpression of the glycoprotein-P in several 
models of refractory epilepsy and human tissue. These studies relate that protein to resistance to 
antiepileptic drugs. Objectives. Studying the possible changes in the glycoprotein-P expression (Abcb1a 
and Abcb1b genes) and other members of the ABC superfamily, Abcg1, Abcc1, Abcc2, Abcc3, Abcc4 in 
the hamster model of audiogenic epilepsy GASH/Sal. Moreover, we assessed the expression changes of 
Hif-1α, Epo-R, Trpa1 and Trpc5. Methods. By qPCR we analyzed the expression changes between 
control hamsters vs. GASH/Sal hamster at (1) basal conditions and (2) after kindling stimulation. The 
audiogenic kindling protocol is a model of repetitive sound stimulation that results in the development 
and intensification of the motor crisis. Results. At basal conditions, Abcg1, Abcc1, Abcc4, Epo-R, Hif-
1α were downregulated in the GASH/Sal animals, while Trpa1 and Trpc5 were upregulated. GASH/Sal 
after audiogenic kindling had lower expression of Abcc4, Abcg1, Abcb1a, and Hif-1α. In contrast, they 
also had upregulated the Trpc5 gene. Conclusion. At basal conditions, GASH/Sal animals show 
differences in gene expression, what could be participating in their susceptibility to seizures. A repetitive 
audiogenic stimulation in these animals could lead to a decrease in several genes, for example Hif-1α. 
This results point out to an adaptive response in order to decrease hypoxia and its effects.  









ABC: familia de transportadores 
dependientes de ATP, ATP-binding cassette 
Abcb1a: isoforma a del gen que codifica la 
glicoproteína-P 
Abcb1b: isoforma b del gen que codifica la 
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ABCG 
ADN: ácido desoxirribonucleico 
ARN: ácido ribonucleico  
ARNasa (o RNAasa): ribonucleasa 
ARNm: ácido desoxirribonucleico 
mensajero 
β-act: β-actina 
BM2: microglobulina β2  
cDNA: ácido desoxirribonucleico de cadena 
sencilla 
CI: colículo inferior  
Ct: ciclo umbral, cycle threshold 
dNTPs: desoxinucleótidos trifosfato 
Epo: gen de la eritropoyetina 
Epo-R: gen del receptor de eritropoyetina  
ER: Epilepsia refractaria 
FAEs: fármacos antiepilépticos 
GAER: ratas con crisis de ausencia 
genéticas, del inglés, Genetic Absence 
Epilepsy Rats 
GAPDH: gliceraldehído 3-fosfato 
deshidrogenasa 
GASH/Sal: hámster con crisis audiogénicas 
genéticas, Genetic Audiogenic Seizure 
Hámster:Salamanca 
GEPR: ratas genéticamente propensas a 
epilepsia, del inglés Genetically Epilepsy-
Pronte Rat 
Hif-1α: gen codificante de la subunidad 1α 
del factor inducible por hipoxia  
HRE: elemento de respuesta a hipoxia  
KA: kindling audiogénico  
mGluRs: canales metabotrótipos de 
glutamato de tipo I  
NBD: dominio de unión a nucleótidos  
OMS: Organización Mundial de la Salud 
PCR: reacción en cadena de la polimerasa, 
del inglés polymerase chain reaction 
P-gp: glicoproteína-P 
qPCR: reacción en cadena de la polimerasa 
cuantitativa 
ROS: especies reactivas de oxígeno 
SEA: Servicio de Experimentación Animal 
SNC: sistema nervioso central  
SUDEP: Muerte Inesperada Repentina por 
Epilepsia  
TM: dominios transmembrana  
TRP: familia de canales iónicos de potencial 
receptor transitorio  
Trpa1: gen miembro 1 de la subfamilia 
TRPA 
Trpc5: gen miembro 5 de la subfamilia 
TRPC 








Llamamos epilepsia a un conjunto de desórdenes neurológicos que cursan con crisis epilépticas, 
episodios de actividad neuronal excesiva, recurrentes e impredecibles (Fisher et al., 2005). Estas crisis 
se producen como resultado de la sincronización anormal de neuronas, bien en una zona localizada del 
cerebro (crisis focales) o extendida (crisis generalizadas) (Rogawski, 2013). Se considera que una 
persona sufre epilepsia cuando ha padecido dos o más crisis no provocadas. Estas crisis se manifiestan 
como movimientos involuntarios, bien parciales o generalizados, que pueden estar asociados con 
pérdida de conocimiento y que pueden variar tanto en frecuencia como en duración (WHO, 2019). Con 
más de 65 millones de afectados en todo el mundo, la epilepsia es el desorden neurobiológico más 
común en la población.  
La Organización Mundial de la Salud (OMS) define la epilepsia como un problema de salud pública, 
debido a las graves consecuencias físicas y psicológicas que puede acarrear (Hartz et al., 2017; 
Spiciarich et al., 2019). Los pacientes con epilepsia presentan una mortalidad de dos a tres veces superior 
a la población no afectada. Sus causas pueden estar relacionadas directamente con la epilepsia, como es 
el caso de la muerte inesperada repentina por epilepsia (SUDEP), principal causa de muerte relacionada 
con este desorden neurobiológico (Michalak, Obari, Ellis, Thom, & Sisodiya, 2017; Spiciarich et al., 
2019). La prevalencia de la epilepsia difiere entre países desarrollados y subdesarrollados, siendo en el 
primer caso de 5-8/1000 habitantes, mientras que en el segundo caso aumenta hasta  10/1000.  Lo mismo 
ocurre con la incidencia, en países desarrollados es de 45/100000 habitantes, mientras que en países en 
vías de desarrollo y subdesarrollados es de 82/100000 (Moshé, Perucca, Ryvlin, & Tomson, 2015). Estas 
diferencias se pueden explicar por diferentes factores, como el desconocimiento de la etiología de la 
enfermedad y su estigma, así como la falta de acceso a fármacos antiepilépticos, FAEs (Spiciarich et al., 
2019).  
La actividad neuronal anómala característica de esta enfermedad es resultado de un exceso de 
excitabilidad neuronal provocado por un desequilibrio entre las sinapsis excitatorias e inhibitorias 
(Scharfman, 2007). Los mecanismos patológicos que subyacen este desbalance pueden ser diversos. 
Entre ellos se encuentran: una disminución de las sinapsis inhibitorias, pérdida de la fase de 
hiperpolarización de un potencial de acción, aumento de la concentración de potasio extracelular y el 
aumento de las sinapsis excitatorias (Rogawski, 2013). Además de estos mecanismos, se ha dado una 
gran importancia al papel de los canales iónicos en la hiperexcitabilidad consustancial a la epilepsia, ya 
que se ha observado que hay cambios, tanto a nivel del tipo de canal expresado, su distribución y su 
concentración, así como en su regulación sobre segundos mensajeros y en la concentración de iones 
extracelulares (Islam, 2011; Poduri & Lowenstein, 2014). Entre los canales a los que se ha asociado un 
papel importante en la epilepsia, se encuentran los de la familia TRP, transient receptor potential. Se 
trata de canales no-selectivos que permiten el paso de iones como el sodio, el potasio y el calcio a través 
de la membrana (Morelli, Amantini, Liberati, Santoni, & Nabissi, 2013). Su activación provoca una 
despolarización de la membrana, dando lugar a la apertura o cierre de receptores que, en último término, 
podrán afectar la señalización por medio del calcio (Sawamura, Hisashi, Takayuki, Yasuo, & Shuji, 
2017).  Se ha asociado el inicio de los disparos epileptiformes  a la acción de los canales TRP, que son 
activados por medio de agonistas de los receptores metabotrópicos de glutamato de tipo I, mGluRs 
(Zheng, 2017). La superfamilia de canales TRP está formada por seis subgrupos: canales de anquirina 
(TRPA), canónicos (TRPC), de melastatina (TRPM), de mucolipina (TRPML), policistina (TRPP) y 
vaniloide (TRPV) (Wissenbach, Niemeyer, & Flockerzi, 2004). En mamíferos, la subfamilia TRPA, 




por las especies reactivas de oxígeno (ROS)  (Kremeyer et al., 2010; Wissenbach et al., 2004). En 
epilepsia, al generarse una situación de hiperexcitabilidad, las neuronas necesitan una mayor demanda 
de oxígeno, con el consiguiente un aumento de las ROS (Grewal et al., 2017; Uttara, Singh, Zamboni, 
& Mahajan, 2009), lo que podría generar a su vez, cambios del receptor TRPA1. Otro miembro de la 
familia TRP que se ha relacionado ampliamente con epilepsia es TRPC5. Este es el miembro de la 
subfamilia TRPC con mayor expresión en el Sistema Nervioso Central (SNC) (Riccio et al., 
2002)(Riccio et al., 2002). Se ha asociado TRC5 con epilepsia debido a la existencia de diferentes 
evidencias experimentales, como una mayor expresión de este receptor en el modelo de epilepsia del 
lóbulo temporal inducido por pilocarpina (Tai, Hines, Choi, & MacVicar, 2011), su translocación desde 
la membrana plasmática al citoplasma durante descargas epilépticas en hipocampo provocadas por la S-
3,5-dihidroxifenilglicina (Morelli et al., 2013) y la disminución de la gravedad de las crisis en modelos 
de ratón knockouts para Trpc5 (Phelan et al., 2012).  
 
1.2 Modelos experimentales de epilepsia  
Según su etiología, la epilepsia puede ser clasificada en genética, estructural y de causa desconocida. Se 
han desarrollado modelos animales para el estudio de los diferentes tipos de epilepsia. Sin embargo, hay 
que tener en cuenta que cada uno de ellos es útil porque representa únicamente determinados rasgos de 
la enfermedad. Existen diferentes mecanismos para inducir crisis epilépticas espontáneas en modelos 
animales, desde la utilización de agentes convulsivos, como la pilocarpina o el kainato, a la estimulación 
eléctrica (Leite, Garcia-Cairasco, & Cavalheiro, 2002).  Hay mucha bibliografía en relación a los 
diferentes modelos de epilepsia, según especie, según la característica de la epilepsia que modulan, si 
son de origen genético o animales genéticamente predispuestos a las crisis epilépticas, etc 
(Kandratavicius et al., 2014).  Entre los modelos con predisposición genética a las crisis epilépticas, se 
encuentran, el modelo genético de ratas con crisis de ausencia, GAER (del inglés, Genetic Absence 
Epilepsy Rats) de Estrasburgo (Vergnes et al., 1982), el modelo de ratas propensas genéticamente a 
epilepsia (GEPR, Genetically Epilepsy-Pronte Rat) (Faingold, 1988) y, el modelo WAR (Wistar 
Audiogenic Rat) (Doretto et al., 2003).  El modelo GAER surge en 1982, al detectarse ratas Wistar con 
crisis de ausencia espontáneas. Desde entonces, se ha demostrado que, gracias a sus características 
electrofisiológicas, de comportamiento y su sensibilidad a diferentes fármacos antiepilépticos, es un 
bueno modelo de crisis de ausencia en humanos (Depaulis, David, & Charpier, 2016). Fármacos para el 
tratamiento de crisis tónico-clónicas y focales son efectivas en los animales GEPR, lo que apoya su 
validación como modelo de epilepsia (Dailey, Reigel, Mishra, & Jobe, 1989).  
En este trabajo, nos vamos a centrar en los modelos de crisis convulsivas audiógenas. Esto es, animales 
de experimentación que sufren ataques epilépticos tras una estimulación acústica. En este caso, el 
colículo inferior, una de las estaciones de relevo de la vía auditiva, es el núcleo epileptógeno (Garcia-
Cairasco, 2002). Hoy en día, se pueden utilizar diferentes líneas de animales modelo de crisis 
audiogénicas: el modelo Krushinsky-Molodking de Rusia (Poletaeva, Surina, Kostina, Perepelkina, & 
Fedotova, 2017);  la rata GEPR (Faingold, 1988); las ratas P77MC, China (Zhao, Wu, Pei, & Zuo, 1985); 
ratas albinas Wistar Glaxo/Riiwiik, Holanda (van Luijtelaar & Coenen, 1986); ratas Wistar audiógeno-
sensibles, Francia  (Marescaux et al., 1987); la rata WAR, de Brasil (Doretto et al., 2003); o el modelo 
de hámster dorado GASH/Sal (Genetic Audiogeic Seizure Hamster, Salamanca) (Muñoz, Carballosa-
Gautam, Yanowsky, García-Atarés, & López, 2017). En estos modelos, una única estimulación acústica 
es capaz de provocar crisis de tipo reflejas. Todos estos modelos presentan un mismo patrón de crisis: 
en primer lugar, un periodo de latencia, seguido de una carrera salvaje a partir de la cual los animales 
pueden pasar a una fase de estupor (crisis incompleta), o bien sufrir crisis tónico-clónicas  (Prieto-Martín 
et al., 2017). El modelo GASH/Sal, desarrollado en la Universidad de Salamanca, presenta un patrón de 




susceptibilidad a sufrir crisis  podrían explicarse en esta cepa por los cambios en la expresión del co-
transortador KCC2 y la subunidad GABA-AR. Estudios farmacológicos con pentobarbital, ácido 
valproico y levetiracetam, fármacos antiepilépticos ampliamente utilizados, facilitaron la validación de 
esta cepa como modelo de crisis convulsivas audiogénicas (Barrera-Bailón et al., 2013, 2017).  
 
1.3 Kindling audiogénico 
Se denomina “kindling” a la exposición a un estímulo repetitivo que afecta a estructuras cerebrales 
específicas y que tiene como resultado un desarrollo e intensificación progresiva de las crisis motoras 
provocadas por el estímulo (Goddard, 1967; Goddard, McIntyre, & Leech, 1969). Este concepto de 
trabajo se centra en la hipótesis de que las redes neuronales se transforman en hiperexcitables de forma 
permanente tras sufrir estimulaciones repetidas.  El kindling origina incrementos en la duración e 
intensidad de las crisis (Goddard, 1983; Lazarowski et al., 2007). Este proceso se utiliza para modelar 
las alteraciones neuronales provocadas por una epilepsia crónica, ya que en el núcleo epileptogénico 
hay alteraciones moleculares progresivas que ocurren después de las crisis epilépticas, y que son más 
evidentes cuanto mayor es el número de episodios ictales.  
 
1.4 Resistencia a fármacos antiepilépticos (FAE) y sus causas 
A pesar de los avances en este campo, hasta un 20-25% de los pacientes no responden a ningún tipo de 
tratamiento, desarrollando epilepsia refractaria, de la cual se desconoce la causa (Lazarowski et al., 
2007; Sisodiya, Lin, Harding, Squier, & Thom, 2002). Existen diversas hipótesis que intentan explicar 
los mecanismos subyacentes a la resistencia a los anticonvulsivos, entre ellas, la sobreexpresión de la 
glicoproteína-P (P-gp) y otros transportadores en el núcleo epileptógeno; la falta de sensibilidad de los 
diferentes fármacos a sus dianas y la formación de sinapsis glutamatérgicas aberrantes (Wang, Wang, 
Liu, & Ma, 2016).  
En 1995, el grupo de Tishler relacionó la sobreexpresión de P-gp con la epilepsia refractaria (ER) 
(Tishler et al., 1995); desde entonces, numerosos estudios  (Auzmendi et al., 2018; Li et al., 2014) han 
apoyado esta hipótesis. La P-gp (proteína ABCB1 o MDR1, multidrug resistance protein) está 
codificada por el gen Abcb1 en la mayoría de los mamíferos. Esta proteína pertenece a la subfamilia C 
de la superfamilia de transportadores ABC, ATP-binding cassette, que están ampliamente distribuidos 
en todas las especies. En el humano, esta familia está formada por unas 50 proteínas, pertenecientes a 7 
subfamilias (A-G). De todas ellas, alrededor de 22 han sido asociadas con acciones fisiológicas o 
patológicas (Lazarowski et al., 2007; Rocío & Alejandro, 2000). En ratas y ratones, la P-gp está 
codificada por dos isoformas, el Abcb1a y Abcb1b, ambos homólogos en humanos, siendo la isoforma 
Abcb1a la expresada principalmente en la barrera hematoencefálica de estos animales (Strazielle & 
Ghersi-Egea, 2015).  
La mayoría de los transportadores de la familia ABC son proteínas de membrana, formados por dos 
dominios de unión a nucleótidos (NBD) y dos dominios transmembrana (TM), cada uno con seis α-
hélices. La P-gp contiene, además, un dominio transmembrana adicional, formado por cinco α-hélices, 
unido por medio de un bucle al resto de la proteína (figura 1). La hidrólisis del ATP es necesaria para el 
cambio de conformación del transportador, lo que permite la translocación del sustrato, bien hacia el 
exterior o al interior de la célula (Cole, 2014). Debido a su función, la P-gp se ha encontrado expresada 
en tejidos con función excretora, como el intestino, el hígado y el riñón (Elkhayat, Aly, Elagouza, El-
Kabarity, & Galal, 2017). Además, es también el principal transportador en las células endoteliales de 
la barrera hematoencefálica, donde podría actuar como un mecanismo de defensa contra diferentes 
moléculas que, de otra manera, podrían atravesar libremente la barrera hematoencefálica  (Hartz et al., 




Varios estudios señalan al factor inducible por hipoxia 1 (Hif-1) como el principal inductor de P-gp. 
Hif-1 es un heterodímero formado por una subunidad expresada constitutivamente, Hif-1β, y una 
subunidad inducible y responsable de la actividad catalítica, Hif-1α (Li et al., 2014). En situación de 
normoxia, Hif-1α es rápidamente hidroxilado y ubiquitinizado, lo que da lugar a su degradación 
proteosomal. Por el contrario, ante un ambiente de privación del oxígeno, como puede ser el provocado 
por crisis epilépticas frecuentes, las enzimas responsables de su hidroxilación se encuentran inhibidas, 
por lo que no puede ser degradado. Como resultado, Hif-1α se acumula en el citoplasma y se transloca 
al núcleo, donde formará un dímero con Hif-1β. Una vez formado el heterodímero, este actuará como 
factor de transcripción de genes que contengan en su promotor el elemento de respuesta a hipoxia (HRE, 
hypoxia response element), uno de ellos, la P-gp (Merelli, Czornyj, & Lazarowski, 2013).  Además, el 
acúmulo de Hif-1α induciría la expresión de otros genes, como el gen de la eritropoyetina (Epo) y su 
receptor (Epo-R), en un intento de aumentar la llegada de oxígeno a la zona hipóxica (Haase, 2013).  
2. Hipótesis y objetivos 
 
Hoy en día, no se conocen las razones ni los mecanismos que subyacen la resistencia a los fármacos 
antiepilépticos, aunque existen diferentes hipótesis. La expresión de la glicoproteína-P en el lumen de 
las células de la barrera hematoencefálica parece indicar que evita la entrada de posibles moléculas 
dañinas (Wang et al., 2016). Diferentes estudios (Hartz et al., 2017)  han demostrado que existe una 
sobre-expresión de esta glicoproteína en el núcleo epileptógeno de pacientes con epilepsia refractaria y 
de modelos animales de epilepsia. En estos casos, su acción detoxificante provocaría una disminución 
en la eficacia de los fármacos antiepilépticos, ya que los expulsaría de las células, afectando a su 
farmacocinética (Grewal et al., 2017). Un modelo animal de epilepsia con múltiples crisis ictales 
facilitaría el estudio de los mecanismos que subyacen a este proceso. Por ello, el objetivo general de este 
trabajo fue evaluar los cambios de expresión de genes relacionados con la resistencia a fármacos. 
Como objetivos específicos planteamos: 
Figura 1. Estructura de la glicoproteína-P 






Primero. Evaluar los cambios de expresión en el núcleo epileptógeno de los genes que codifican la 
glicoproteína-P, Abcb1a y Abcb1b, en el modelo GASH/Sal, en condiciones basales y después del 
kindling audiogénico (KA). 
Segundo. Determinar los cambios de expresión en el núcleo epileptógeno de otros miembros de la 
familia de transportadores ABC: Abcg1, Abcc1, Abcc2, Abcc3 y Abcc4 en el modelo GASH/Sal en 
condiciones basales y después del kindling audiógeno. 
Tercero. Estudiar los cambios de expresión en el núcleo epileptógeno de los genes Hif1-α, Epo-R, Trpa1 
y Trpc5 en el modelo GASH/Sal en condiciones basales y después del kindling audiógeno. 
 
3. Diseño experimental 
Tras la lectura de los principales artículos existentes en el laboratorio sobre el tema, llevé a cabo una 
búsqueda bibliográfica sobre la resistencia a FAEs en el portal https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/. 
A partir de esta búsqueda, se escogieron los genes de interés que, posteriormente, serían estudiados y 
evaluados en este trabajo. En cuanto al diseño experimental seguido, el grupo de animales 
correspondiente fue estimulado dos veces al día, durante 10 días consecutivos, siguiendo un protocolo 
de KA. Tras el último día de estimulación, se procedió a la eutanasia y extracción y almacenaje de las 
muestras. Todos los animales fueron sacrificados entre los 3-4 meses de edad. Para el análisis de la 
expresión génica en el colículo inferior (núcleo epileptógeno), se extrae el ARN, se lleva a cabo la 
reverso-transcripción y se cuantifica el cDNA. Por último, se realizan las PCRs cuantitativas (qPCR), 
que posteriormente son analizadas. Un esquema del diseño se aprecia en la figura 2. 
 





4. Materiales y métodos 
4.1 Animales de experimentación 
Para este trabajo se han utilizado dos líneas de hámsteres dorados Mesocricetus auratus: hámsteres 
controles Aura proporcionados por Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, Francia) y hámsteres GASH/Sal  
machos, de entre dos y cuatro meses, procedentes del Servicio de Experimentación Animal (SEA) de la 
Universidad de Salamanca.  Todos ellos tuvieron acceso a agua y alimentos ad libitum, y fueron 
mantenidos en condiciones de temperatura de 21±2ºC, con ciclos de luz y oscuridad de 12 horas cada 
uno. Los experimentos se llevaron a cabo acatando las condiciones fijadas para el uso y cuidado de los 
animales de laboratorio, recogidas en el Real Decreto 53/2013 y por la Orden ECC/566/2015, de 20 de 
marzo, y bajo la verificación del Comité de Bioética de la USAL (aprobación nº 300).  
Se emplearon 12 animales de cada línea de hámsteres dorados: 12 GASH/Sal y 12 hámsteres controles 
correspondientes a 4 grupos experimentales diferentes (tabla 1). Doce animales (6 controles y 6 
GASH/Sal) fueron estimulados siguiendo un protocolo de KA durante diez días consecutivos, mientras 
que el resto no recibió ningún tipo de estimulación. Tras la última estimulación, los animales fueron 
sacrificados y las muestras encefálicas procesadas para su utilización. Los grupos utilizados en el estudio 






  4.2 Métodos 
4. 2. 1 Estimulación audiógena 
La estimulación sonora se lleva a cabo con los animales colocados en un cilindro de metacrilato 
transparente. Una vez introducidos en el cilindro, se contabiliza un minuto de aclimatación previo a la 
estimulación. El sonido al que son sometidos tiene unas características definidas de intensidad 120 dB 
SPL y frecuencia 0-18kHz. La exposición al sonido se extiende hasta el inicio de la crisis o hasta un 
minuto, si no da comienzo la crisis. Para inducir el kindling audiogénico se llevan a cabo dos 
estimulaciones sonoras al día, a las 9:00 y a las 19:00, durante 10 días consecutivos. 
4. 2. 2 Obtención de las muestras 
a) Eutanasia 
Tras concluir con las pruebas kindling, el décimo día los animales fueron anestesiados por vía inhalatoria 
con isofluorano. Tras comprobar su arreflexia, son eutanizados con guillotina. A continuación, se 
procede a la apertura de la caja torácica para la extracción de diferentes órganos (hígado, intestino, 
corazón, bazo y testículos) que son guardados para posteriores trabajos. Finalmente, se extraen las 
siguientes estructuras cerebrales: colículo inferior (CI), núcleos cocleares, tronco del encéfalo, cerebelo, 
corteza y restos, que son almacenadas a -80ºC. Posteriormente se extraerá el ARN, que será empleado 
para la realización de estudios de qPCR. 
Grupo experimental Número de animales 
Hámster control-basal 6 
GASH/Sal-basal 6 
Hámster control-KA 6 
GASH/Sal-KA 6 
Tabla 1- Esquema de los grupos experimentales y número de 




b) Extracción del ARN 
Para la extracción del ARN del CI se implementó el protocolo de extracción de ARN con TRIzolTM 
Reagent de Thermo Fisher Scientific. En primer lugar, se lleva a cabo la homogenización de las muestras 
en 400 µL de TRIzolTM Reagent, tras lo que son incubadas a temperatura ambiente durante 5 min para 
la completa disociación de las núcleo-proteínas. Seguidamente, se realiza  una  extracción selectiva del 
ARN por separación de fases mediante la adición de 80 µl de cloroformo, incubación a temperatura 
ambiente durante 2-3 min y centrifugación a 15 min a 12.000x g a 4ºC. Como resultado, se obtienen 
muestras separadas en tres fases: la fase orgánica, formada por proteínas y DNA; la interfase; y la fase 
acuosa, incolora, que contiene el ARN. El ARN obtenido en la fase acuosa precipita con un volumen de 
200 µL de isopropanol, centrifugando durante 10 min a 12.000 x g a 4ºC.  A continuación, el 
sobrenadante es eliminado, posteriormente resuspendido en 400 µL de etanol al 75% y centrifugado 
durante 5 min a 7.500 x g a 4ºC. Después de eliminar el sobrenadante y secar el ARN bajo la campana 
de flujo laminar, se resuspende en 20-50 µL de agua libre de ARNsas, y se incuba en un baño de agua 
a 55-60ºC durante 10-15 minutos. La concentración de ARN se determina por  espectofotometría a 260 
nm mediante el espectofotómetro NanodropTM 2000c (Thermo Scientific).  
c) Reverso-transcripción 
Para la reverso-transcripción se utilizó el protocolo de Thermo ScientificTM RevertAidTM  First Strand 
cDNA Synthesis Kit. En primer lugar, se desnaturaliza por calor una mezcla de ARN (hasta un máximo 
de 5 µg), 1 µL del cebador Oligo (dT)18 y agua hasta completar un volumen de 12 µL, durante 5 min a 
65ºC. A esta reacción se añade una mezcla formada por 4 µL de buffer de reacción, 1 µL del inhibidor 
de RNAasas RiboLock RNase Inhibitor (20 U/ µL), 2 µL del mix de dNTPs10 mM y 1 µL de la enzima 
reverso-transcriptasa RevertAid M-MuLV RT (200 U/ µL). La nueva mezcla se somete a un protocolo 
de  reacción que consiste en un ciclo de 60 minutos a 42ºC y 5 minutos a 70ºC, en el termo ciclador 
c1000TM Thermal Cycler (BIO-RAD)  
d) Diseño de cebadores 
Las secuencias génicas se obtuvieron a través de la base de datos Ensembl, y los cebadores fueron 
diseñados por medio del software Primer3 v.0.4.0. La calidad de los cebadores diseñados fue 
evaluada a través del programa Netprimer, evitando pares de cebadores con grandes defectos 
estructurales. Finalmente, para comprobar la especificidad, recurrimos al programa Primer design 










Tabla 2- Descripción de los cebadores diseñados en el estudio. El significado de los genes viene 
indicado en las abreviaturas. 
Gen Cebador Forward  Cebador Reverse 
Abcb1a GGAAATCATTGGGGT(C/G)GTGA GGCATTGGCTTCCTTGACAG 
Abcb1b CTGGTATGGGACCTCCTTGG AGGCTTCTATGTTTGGGGCG 
Abcg1 AATACACGGACAGGGAGCCT GGATGGTGCAGACGATGGAC 
Abcc1 CCAGATGACGCACCTCAACA GTCGGGCTGACCAGTAACAC 
Abcc2 AGAAGCCACGGAAGAACCAC TTGAAGAGGGACTTCACCAGC 
Abcc3 ATCCAGTATGAGCGGCTTCG ACAGGATGAGGGAGCAGAGT 
Abcc4 AAGACCGCTCAAAGCACCTC AACACCTTATGATCGCCCTGG 
Hif1-α ATCAGTTGCCTCTTCCCCAC ACCATAACGAAGCCATCCAGG 
Epo-R CTATGACCACCCACATCCGC CGCAGGTTGCTCAGAACACA 
Trpa1 ATAAGAAAGCCAGCCCACTCC AGCAGGGTCTCATGGTTGC 




e) PCR cuantitativa 
Para las qPCRs, se utilizó el dispositivo Quant Studio 7TM Flex Real-Time PCR System (Applied 
biosystem by life technologies), empleando el método de SYBER Green. Cada reacción contenía 10 µL 
de SYBER Green, 0,8 µL de cada cebador y 2 µL de cDNA (exceptuando para el gen Trpc5, al que se 
añaden 0,5 µL de cDNA) y agua MiliQ hasta completar un volumen final de 20 µL. Las condiciones de 
los ciclos de amplificación consistían en 10 min a 95ºC, 40 ciclos de 15 segundos a 95ºC y 30 segundos 
a 60ºCy una elongación final de 3 minutos a 72ºC. Las muestras fueron evaluadas por triplicado y en 
todas las reacciones se incluyó un control negativo y un control endógeno (β-actina -β-act-) para la 
normalización de los genes. Para analizar los cambios relativos de expresión entre los grupos control 
basal vs. GASH/Sal basal y control kindling vs. GASH/Sal kindling, se utilizó el método de 
cuantificación relativa del 2-∆∆CT (Schmittgen & Livak, 2008). El Ct (ciclo umbral, cycle threshold) es 
inversamente proporcional a la cantidad de amplicón de la reacción, y se define como el ciclo de la PCR 
al cual la fluorescencia sobrepasa un valor arbitrario umbral.  
4.3 Análisis estadístico 
Para comparar los resultados se utilizó el estadístico t-student para muestras independientes con 
varianzas distintas. Los datos son considerados significativos con un valor p ≤ 0,05. 
5. Resultados 
 
Los resultados del estudio genético se muestran a continuación, comparando los grupos experimentales 
pareados: (1) Control basal vs GASH/Sal basal y (2) Control estimulado vs GASH/Sal estimulado.  
5.1 Control vs GASH/Sal en condiciones basales 
En la figura 3 se muestran los resultados obtenidos sobre la expresión de diferentes genes en el colículo 
inferior de las líneas de hámsteres dorados controles y hámsteres dorados GASH/Sal en estado basal. Se 
encuentran diferencias significativas en la expresión de algunos genes  de la familia ABC. Entre ellos, 
el gen Abcb1b, una de las isoformas que codifican para la P-gp en roedores, está significativamente 
sobre-expresado en la línea de hámster GASH/Sal (p <0,01). No ocurre lo mismo con la isoforma 
Abcb1a, la cual no presenta cambios significativos de expresión con respecto al control. Además, los 
genes Abcg1, Abcc1 y Abcc4, se encuentran sobre-expresados significativamente en los animales de 
experimentación GASH/Sal (p <0,001).  Por el contrario, no hay diferencias significativas en cuanto a 
los niveles de expresión de los genes Abcc2 y Abcc3. Por otro lado, tanto Hif-1α, como Epo-R se 
encuentran sobre-expresados en el grupo GASH/Sal en condiciones basales, con valor p <0,001. Por 
último, en relación con la expresión de los canales Trpa1 y Trpc5, los resultados indican que existe una 
infra-expresión significativa (p <0,001) en el núcleo epileptógeno del grupo GASH/Sal en condiciones 
basales.  
5.2 Control estimulado vs. GASH/Sal estimulado 
En este caso, se comparan las diferencias en la expresión entre los grupos de hámsteres controles y 
GASH/Sal sometidos a KA (figura 4). En relación con las proteínas de la superfamilia de transportadores 
ABC, tras el protocolo de estimulación, el perfil de expresión es muy diferente, ya que encontramos 
infra-expresados significativamente Abcg1 y Abcc4 (p <0,01 y p <0,05 respectivamente). En cuanto a 
los genes que codifican para la P-gp, tras el protocolo de KA se observa una menor expresión de la 
isoforma Abcb1a en los animales GASH/Sal comparados con los controles (p <0,01). Sin embargo, no 
hay cambios de expresión significativos para la isoforma Abcb1b. En cuanto a la subunidad 1α del factor 




KA (p <0,01). Ocurre lo mismo para el receptor de la eritropoyetina, aunque esta diminución no es 
significativa. Por último, Trpa1 y Trpc5 se encuentran sobre-expresados en el modelo con 
susceptibilidad epiléptica, aunque únicamente en Trpc5 este aumento es significativo (p <0,05). 
 
Figura 3. Diferencias en la expresión génica entre los grupos control y GASH/Sal en estado basal. Se 
observó un aumento significativo de la expresión de los genes Abcb1b, Abcc1, Abcc4, Abcg1,  Epo-R y  
Hif-1α, en los animales GASH/Sal en condiciones basales. Por el contrario, también se identificó una 
disminución significativa de expresión de los canales Trpa1 y Trpc5 en los animales GASH/Sal en 









Figura 4. Diferencias en la expresión génica entre los grupos control y GASH/Sal tras el protocolo de 
kindling audiogénico. En los animales GASH/Sal tras el KA, se observó una disminución significativa 
de la expresión de los genes Abcb1a, Abcc4, Abcg1, y Hif-1α. Por el contrario, se detectó una 
disminución significativa en la expresión del gen Trpc5 en el modelo GASH/Sal con KA. GASH: 






El primer paso para estudiar los mecanismos que subyacen a la falta de respuesta a fármacos 
antiepilépticos es poder contar con un buen modelo experimental. Entre las diferentes opciones 
existentes, estudiar los cambios en la expresión génica en el modelo de epilepsia audiógena GASH/Sal 
sometido a múltiples crisis, podría aportar nuevas ideas sobre los procesos responsables de la 
farmacorresistencia. En un segundo paso, utilizaremos los datos obtenidos con este modelo animal para 
ver cambios similares en tejido epileptógeno humano. Estos tejidos proceden de cirugías realizadas a 
pacientes con epilepsia refractaria. Hasta un 30% de los pacientes con epilepsia son refractarios 
(Sisodiya et al., 2002), lo que es responsable de que presenten un mayor riesgo de  muerte prematura y 
una peor calidad de vida (Concepts, Kwan, Schachter, & Brodie, 2011).  
6. 1 Discusión metodológica 
Los cambios de expresión génica se estudiaron utilizando la técnica de PCR cuantitativa, utilizando 
como tejido de estudio el colículo inferior, núcleo epileptógeno del modelo GASH/Sal. Esta técnica 
permite evaluar los niveles de expresión de un determinado gen gracias al aumento de la fluorescencia, 
que es directamente proporcional a la amplificación del cDNA diana. Se realizan 40 ciclos de 
amplificación, cada uno de los cuales consta de tres etapas: (1) desnaturalización a altas temperaturas, 
lo que permite la disociación de estructuras secundarias del cDNA; (2) anillamiento de los cebadores.  
La temperatura de esta fase depende de la temperatura de melting  de los cebadores; y por último (3) la 
fase de extensión  (70-72ºC), en la cual, la ADN polimerasa es capaz de sintetizar la nueva cadena a 
partir de los cebadores (https://www.gene-quantification.de/real-time-pcr-handbook-life-technologies-
update-flr.pdf 30.05.2019). 
Para comprobar que no existe ningún tipo de contaminación y que estamos detectando únicamente el 
contenido genético de la muestra, es necesario acompañar cada gen con un control negativo. Este, 
consiste en utilizar como muestra agua libre de nucleasas. De esta manera, aseguramos que se está 
amplificando los genes de las muestras de los animales de experimentación.  
Los protocolos de kindling descritos en la bibliografía son muy variados, tanto en el número de días y 
estimulaciones (de 5 días a 30 días y de 10 estimulaciones a 60) como en el estímulo utilizado, que 
puede ser desde químico hasta visual o sonoro. En nuestros experimentos, se seleccionó el protocolo 
utilizado por el grupo de García-Cairasco (Doretto, Cortes-de-Oliveira, Rossetti, & Garcia-Cairasco, 
2009; Garcia-Cairasco, 2002; Garcia-Cairasco et al., 1996), con quien nuestro laboratorio mantiene una 
estrecha colaboración. 
 En cuanto al análisis de los resultados, en primer lugar es necesario determinar el valor de fluorescencia 
basal o ruido de fondo. Se requiere calcular esta señal ya que se trata de una fluorescencia base que no 
corresponde a la amplificación de la muestra. Este valor se calcula a través del análisis automatizado de 
la gráfica de amplificación. Por otra parte, el propio instrumento de qPCR proporciona el valor umbral, 
que hace referencia al aumento de fluorescencia que se considera estadísticamente significativo con 
respecto al valor basal. Por último, el Ct se define como el ciclo al cual la fluorescencia supera el valor 
umbral. La normalización y análisis de los resultados se basan en los valores de Ct de las diferentes 
muestras (en triplicado) para cada gen de interés. Para la normalización de los datos en experimentos de 
tipo cuantitativo como la qPCR, es necesario contar con genes constitutivos que actúen de calibradores. 
Estos genes constitutivos o de referencia presentan una expresión estable, independientemente del tipo 
celular o tratamiento a aplicar (Chapman & Waldenström, 2015). Entre los diferentes genes de referencia 




microglobulina β2 (B2M). En  este estudio, se escogió como gen de referencia la β-act, ya que en 
trabajos previos de nuestro laboratorio se observó que los valores de GAPDH eran menores en los  
GASH/Sal en relación a los controles. Gracias a los genes de referencia es posible llevar a cabo la 
normalización de la cantidad de cDNA utilizada en cada reacción. El análisis de los resultados se llevó 
a cabo mediante el método del 2-∆∆CT (Schmittgen & Livak, 2008), que permite cuantificar cambios en 
la expresión génica de manera relativa. Los cambios de expresión se obtienen como valores de fold 
change, que han sido normalizados utilizando el gen  de referencia y relativo a la situación control 
(Livak & Schmittgen, 2001). Los cálculos realizados son los siguientes:   
∆CT= Ct diana- Ct gen de referencia 
∆CT del calibrador = media de Ct diana- media de Ct gen de referencia 
 
 
En este estudio, cada grupo experimental estaba formado por seis animales. Para todos los genes, se 
realizaron triplicados de las muestras y se incluyó un control negativo. Este proyecto se enfocó como 
un primer estudio sobre los cambios de expresión de ciertos genes relacionados con la resistencia a 
fármacos en el modelo de epilepsia GASH/Sal. De él se esperaba obtener resultados preliminares con 
los que observar la tendencia en la expresión de dichos genes. Por tanto, hay que tener en consideración 
que el número de animales destinados al estudio fue limitado. Es necesario aumentar dicho número para 
poder obtener resultados más consistentes y con un mayor peso estadístico. 
 
6. 2 Discusión de los resultados  
Los resultados indican que, en términos generales, el modelo GASH/Sal, presenta diferencias 
significativas de expresión de los genes estudiados con respecto a los controles, tanto en estado basal 
como tras un proceso de crisis convulsivas repetidas.  
a) Control sin estímulo vs. GASH/Sal sin estímulo  
Nuestros resultados muestran que entre los animales controles y los GASH/Sal en estado basal, existían 
diferencias significativas en cuanto a los niveles de expresión génica de Abcb1b, Abcg1, Abcc1, Abcc4, 
Epo-R. Hif-1a, Trpa1 y Trpc5. Sin ningún tipo de estimulación, ninguno de estos grupos experimentales 
sufre ataques epilépticos 
En humanos Hif-1α, cuya expresión aumenta en situaciones de hipoxia, actúa como factor de 
transcripción de Epo-R y Abcb1 (Li et al., 2014). Sin embargo, en roedores, dos isoformas, Abcb1a y 
Abcb1b, codifican para dos isoformas de la glicoproteína-P, y su regulación parece ser diferente 
dependiendo del tejido u órgano de expresión (Su et al., 2017). Nuestros resultados muestran que Hif-
1α está sobre-expresados en el grupo GASH/Sal en estado basal y esto podría explicar el aumento en la 
transcripción de Epo-R y Abcb1b. También existe una tendencia al aumento de expresión de la isoforma 
Abcb1a, aunque éste no es significativo. Los genes Abcg1, Abcc1 y Abcc4 también se encuentran sobre-
expresados significativamente en el modelo de GASH/Sal sin estimulación. Estos genes pertenecen a la 
familia de transportadores ABC, y, al igual que la glicoproteína-P, llevan a cabo funciones de secreción 
y detoxificación, aunque no han sido directamente relacionados con epilepsia. Por el contrario, los 









Con estos resultados se habrían detectado en el modelo GASH/Sal cambios en la expresión de diferentes 
genes en el núcleo desencadenante de las crisis que codifican proteínas relacionadas con la 
hiperexcitabilidad de las neuronas epileptógenas (Trpac5), con la farmacorresistencia (Hif-1α, Abcb1b), 
así como con diferentes miembros de la familia de transportadores ABC (Abcc1 y Abcc4). Sabemos, 
además, que estos cambios no pueden haberse producido como respuesta a las crisis epilépticas, ya que 
ninguno de estos animales sufrió ningún tipo de crisis convulsiva. La alteración en la expresión de estos 
genes en el núcleo epileptógeno puede estar condicionando en estos animales, un ambiente celular 
propicio, que en parte, pueda ser responsable o participar en la susceptibilidad que tiene esta cepa al 
desarrollo de crisis epilépticas de origen audiógenico. Estos resultados pueden ser de gran interés para 
los estudios moleculares que se están llevando a cabo para intentar explicar la causa de la susceptibilidad 
audiógena en esta cepa.  
b) Control vs. GASH/Sal tras kindling audiógeno 
En cuanto a los cambios de expresión en los modelos estimulados, también se encontraron diferencias 
significativas entre los animales GASH/Sal y controles. Por una parte, se detectó una disminución en la 
expresión génica de Abcg1, Abcc4, Hif-1α y Abcb1a. Por el contrario, el gen Trpc5 se encontraba sobre-
expresado en los animales GASH/Sal.  
Tras cada estimulación audiogénica, los animales GASH/Sal sufren crisis epilépticas, lo que da lugar a 
un aumento de la demanda de oxígeno por parte de las neuronas del colículo inferior. Como 
consecuencia, se genera un ambiente hipóxico que estabilizaría la subunidad 1α del factor inducible por 
hipoxia (Hif-1α), con el consiguiente aumento de expresión de los genes Epo-R y Abcb1. Sin embargo, 
en los animales GASH/Sal sometidos a KA, Hif-1α y la isoforma Abcb1a se encuentran infra-
expresados. Por otra parte, existe también una disminución, de la expresión de Epo-R y, aunque esta no 
es significativa, estaría acorde con la disminución de la expresión de su factor de transcripción, Hif-1α. 
El efecto de las crisis, parece no afectar a la isoforma Abcb1b de la glicoproteína-P, ni tampoco a otros 
miembros de la familia ABC relacionados con la multirresistencia a fármacos, como Abcc1, Abcc2 y 
Abcc3.  
La disminución de Hif-1α parece indicar que en los animales GASH/Sal, las crisis repetitivas generan 
un efecto de adaptación al estrés y a la hipoxia. De esta manera, también se evitaría el aumento de la 
expresión de los genes Epo-R y, al parecer, la isoforma, Abcb1a. El aumento de expresión de la 
glicoproteína-P en el foco epileptógeno se ha postulado como un posible mecanismo de resistencia a 
fármacos antiepilépticos en distintos modelos animales y tejido humano refractario. El GASH/Sal 
presenta una disminución de la isoforma A de la glicoproteína-P, que es, además, la de mayor expresión 
en la barrera hematoencefálica. Esto estaría  indicando que el modelo GASH/Sal no sufre este 
mecanismo de farmacorresistencia, por lo menos con el patrón de estimulación sometido.  
Con respecto a los cambios en la expresión del canal Trpc5 tras KA., hay que destacar que los canales 
iónicos se han asociado a la hiperexcitabilidad característica de la epilepsia, ya que se han detectado 
cambios tanto en su distribución, número y modulación en esta enfermedad. Concretamente, canales de 
la familia TRPC, como Trpc1, Trpc4 y Trpc5, se han relacionado con el mantenimiento de la 
hiperexcitabilidad de las neuronas en epilepsia (Morelli et al., 2013). El aumento del canal Trpc5está 
perfectamente relacionado con el desarrollo de las crisis epilépticas de forma repetitiva. Es necesario 
investigar cómo podría estar afectando el cambio en el canal Trpc5 en el modelo GASH/Sal, y su posible 
papel en el desequilibrio entre las sinapsis excitatorias e inhibitorias. En la figura 5 se detallan los 






El objetivo principal de este estudio era constatar la existencia de cambios en la expresión de diferentes 
genes relacionados con la farmacorresistencia y la hiperexcitabilidad neuronal en el modelo de epilepsia 
GASH/Sal.  
Primera: Después de un proceso de KA, disminuye la expresión del gen que codifica la isoforma A de 
la glicoproteína-P en el en el núcleo epileptógeno del GASH/Sal 
Segunda: Los animales GASH/Sal sometidos a KA presentan un incremento de expresión del gen 
Trpc5, canal asociado al mantenimiento de la hiperexcitabilidad neuronal que caracteriza las crisis 
epilépticas.  
Tercera: Tras crisis repetitivas, los animales GASH/Sal disminuyen la expresión del factor inducible 
por hipoxia en el núcleo epileptógeno. 
Son necesarios nuevos protocolos de estimulación audiogénica para dilucidar el papel de la  
glicoproteína-P y otros factores relacionados en la determinación de la resistencia a fármacos en el 
modelo de epilepsia GASH/Sal.  
 
Figura-5. En estado basal, los genes Epo-R, Hif-1α, Abcb1a, Abcb1b, Abcc1, Abcc4 y Abcg1 se 
encuentras sobre-expresados en el modelo GASH/Sal, mientras que Trpc5 y Trpa1 están disminuidos. 
Tras las crisis repetitivas, el patrón de expresión cambia, los hámsteres GASH/Sal sobre-expresan el 
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